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 El factor de inducción de apoptosis humano (hAIF) es una flavoenzima mitocondrial con 
actividad oxidorreductasa, cuyo gen, AIFM1, está codificado en el cromosoma X, más concretamente, 
en el locus Xq25-26. Al traducirse la proteína, tiene que ser translocada a la mitocondria, donde se 
inserta en la membrana interna. hAIF posee un sitio de unión al cofactor, FAD, y dos sitios de unión a 
NADH. El NADH permite la reducción de hAIF y regula de forma alostérica la formación de complejos 
de transferencia de carga (CTC) y su dimerización. hAIF participa en el mecanismo de entrada en la 
mitocondria de la proteína CHCHD4, una chaperona que posibilita el plegamiento de ciertas proteínas 
mitocondriales a través de la formación de puentes disulfuro. hAIF también participa en la muerte celular 
programada independiente de caspasas o parthanatos, donde hAIF es proteolizado y liberado de la 
membrana interna de la mitocondria en respuesta a un daño en el DNA. hAIF interacciona con múltiples 
proteínas en el citoplasma que regulan su translocación al núcleo, donde induce la condensación y 
degradación de la cromatina. 
 Se han descrito en la bibliografía patologías mitocondriales debidas a mutaciones en el gen 
AIFM1. Los pacientes de estas enfermedades, con un patrón de herencia ligada al cromosoma X, 
presentan un fenotipo muy variable, que se caracteriza por una disfunción del sistema nervioso, lo que 
conlleva una neurodegeneración. El mecanismo molecular del funcionamiento de hAIF tanto a nivel 
fisiológico como patológico todavía no se comprende completamente. El uso de modelos animales de 
estas enfermedades permite el estudio del papel de la proteína y de su relación con las enfermedades 
mitocondriales   
1. Abstract 
 The human apoptosis-inducing factor (hAIF) is a mitochondrial flavoenzyme with 
oxidoreductase activity. The gene encoding this protein, AIFM1, is located in the X chromosome, more 
precisely, in the Xq25-26 locus. When the protein is translated, it is imported to the mitochondria and 
it is inserted in the mitochondrial inner membrane, facing the intermembrane space. The protein has a 
FAD-binding site and two NADH-binding sites. NADH regulates alosterically hAIF charge transfer 
complexes and its dimerization. On the other hand, hAIF participates in the CHCHD4 import pathway. 
CHCHD4 is an intermembrane space chaperone which allows the correct folding of certain 
mitochondrial proteins through the formation of sulfur bonds. Furthermore, hAIF participates in 
caspase-independent cell death or parthanatos. In this process, hAIF is cleaved upon DNA damage and 
translocates to the cytoplasm, where it interacts with multiple proteins which regulate its nuclear 
translocation. Once in the nucleus, hAIF induces chromatin condensation and chromatinolysis.  
 There are different mitochondrial pathologies described in the literature that are caused by an 
AIFM1 mutation. These diseases have an X-linked mendelian inheritance, and patients present variable 
phenotypes, which are characterized by a dysfunction of the nervous system, leading to 
neurodegeneration. The molecular mechanisms of hAIF underlying physiology and disease are yet 
unclear. Animal models have been used to study these disorders and they might be useful in the complete 




 La mitocondria es un orgánulo membranoso de origen endosimbiótico que está presente en el 
citoplasma de la gran mayoría de células eucariotas. Se pueden distinguir diferentes elementos 
estructurales en la mitocondria. En primer lugar, está la membrana externa que se caracteriza por ser 
poco selectiva (1). Por otro lado, está la membrana interna, que es mucho más selectiva que la interna 
(1). En esta membrana interna se encuentran los complejos proteicos del sistema de fosforilación 
oxidativa (OXPHOS). A partir de los productos formados en rutas catabólicas, se forma NADH y 
FADH2, que van a aportar electrones a los complejos del sistema OXPHOS, que permiten generar un 
gradiente electroquímico entre la matriz mitocondrial y el espacio intermembrana (2). Esta energía 
potencial favorece la formación de  enlaces químicos de alta energía por parte de la ATP sintasa 
(complejo V), facilitando la síntesis de ATP (2). 
 En este contexto, la proteína humana apoptosis-inducing factor (hAIF) es una flavoproteína 
mitocondrial con actividad oxidorreductasa codificada por el gen AIFM1, localizado en el cromosoma 
X, que permite el ensamblado de los complejos del sistema OXPHOS (3,4). Se han descrito otras dos 
isoformas de hAIF, codificados por los genes AIFM2 y AIFM3 (5,6). La isoforma canónica de hAIF 
codificada por AIFM1 posee 613 residuos y un peso de 67 kDa, donde se definen diferentes dominios y 
secuencias de interés (figura 1A) (7). En el N-terminal, posee una secuencia de localización mitocondrial 
(MLS), que permite la translocación del precursor de hAIF a la mitocondria, donde esta secuencia es 
proteolizada. A continuación, hay un dominio transmembrana, que permite a la proteína alojarse en la 
membrana interna de la mitocondria, exponiendo el C-terminal de la proteína hacia el espacio 
intermembrana (4).  Sin embargo, se ha descrito que un 30% del pool de AIF se encuentra asociado a la 
membrana externa de la mitocondria (8). La proteína se pliega, adquiriendo la estructura correcta para 
llevar a cabo su función, gracias a la unión del cofactor FAD, formando hAIF maduro de 62 kDa (figura 
1B) (4). En esta región expuesta al disolvente, posee el dominio Pyr_redox, que es el dominio con 
actividad catalítica, y está formado por un sitio de unión a FAD (secuencialmente intermitentes) y dos 
sitios de unión a NADH: NADHA y NADHB (3,9,10). Por último, está el dominio C-terminal (AIF_C), 
que modula la actividad de AIF (3,7,10). 
Originalmente, la proteína fue caracterizada por su papel en la muerte celular programada, ya 
que se pensaba que participaba en el proceso de apoptosis (11). Sin embargo, durante la primera década 
del siglo XXI, se descubrió que esta proteína tiene un papel dual en la homeostasis mitocondrial y en la 
muerte celular programada independiente de caspasas, también llamada parthanatos (3), gracias a 
estudios en modelos animales de enfermedades (12). 
Las enfermedades mitocondriales son un grupo heterogéneo de enfermedades que pueden darse 
debido  a mutaciones en el DNA mitocondrial o en el DNA nuclear, afectando a la funcionalidad de 
proteínas mitocondriales (13). Los pacientes que padecen enfermedades mitocondriales, en general, 
presentan síndromes con fenotipos muy variables, lo que complica el diagnóstico y tratamiento de las 
enfermedades. Además, el mecanismo molecular subyacente de estas patologías no es comprendido 
completamente (3,13). Mutaciones en el gen AIFM1 son responsables de algunas de estas patologías 
mitocondriales y el conocimiento acerca del papel de AIF en condiciones tanto fisiológicas como 
patológicas es, hoy en día, poco esclarecedor. De todas las mutaciones patológicas descritas, solo unas 
pocas están caracterizadas, por lo que es complicado establecer una relación genotipo/fenotipo, que, al 
igual que ocurre en el resto de las enfermedades mitocondriales, es muy variable (14).  
Estas enfermedades derivadas de mutaciones en AIF son enfermedades muy poco frecuentes 
(menos de un caso por millón de habitantes), por lo que son categorizadas como enfermedades raras 




















y, probablemente, encontrar terapias que mejoren la calidad de vida de los pacientes e, incluso, y si fuera 
posible, curar estas enfermedades. Además, conseguir comprender la fisiopatología de estas 
enfermedades, permitiría conocer cuál es el papel de AIF en la homeostasis celular y podría permitir 
conocer la base molecular del resto de patologías mitocondriales.  
3. Objetivo 
AIF participa tanto en la muerte celular programada como en la homeostasis mitocondrial y 
celular, sin embargo, el mecanismo molecular de acción en el que participa, principalmente, a nivel de 
supervivencia celular, no se conoce completamente, por lo que tampoco se conocen los mecanismos 
moleculares que hay detrás de las patologías mitocondriales producidas por mutaciones en el gen 
AIFM1. En este trabajo, se realiza una revisión de la bibliografía para poder recabar información 
relevante acerca de AIF y su relación con la fisiología y patología, y así exponer los aspectos más 
importantes. Para llevar este objetivo a cabo, en primer lugar, se va a realizar una búsqueda de 
bibliografía e información en bases de datos, utilizando consultas y filtros que permitan encontrar 
Figura 1 Representación esquemática de hAIF canónico y su función. (A) Organización por dominios de la isoforma canónica 
de hAIF, donde se indican los residuos donde empiezan y terminan los dominios. Las flechas indican sitios de proteolización 
(el del residuo 55 permite la maduración de hAIF una vez haya entrado en la mitocondria, mientras que el segundo permite la 
liberación de hAIF de la membrana interna de la mitocondria) o algunos residuos en los que se han descrito mutaciones que 
acarrean el desarrollo de patología. Figura adaptada de Bano y Prehn 2018. (B) Proceso de maduración de hAIF. (a) El precursor 
de hAIF de 67 kDa entra en la mitocondria atravesando la membrana externa de la mitocondria gracias al transportador TOM40. 
(b) El precursor es proteolizado entre los residuos 53 y 54, liberando la MLS. (c) hAIF se inserta en la membrana interna de la 
mitocondria gracias a su dominio transmembrana y se pliega correctamente gracias al cofactor FAD, formando el hAIF maduro 






estudios y revisiones relevantes en este contexto de estudio. Por un lado, se pretende determinar cuál es 
modelo actual del mecanismo molecular en el que participa AIF, tanto en la supervivencia como en la 
muerte celular, y cómo mutaciones en el gen que lo codifica pueden producir condiciones patológicas, 
analizando el impacto de estas mutaciones en la estructura, función o actividad de la proteína en la 
célula. Por último, también se pretende conocer los modelos animales que existen sobre estas 
enfermedades producidas por mutaciones en el gen AIFM1, y cómo han permitido ayudar a la generación 
de conocimiento biológico en relación con estas patologías.  
Los objetivos más concretos del trabajo son:  
• Conocer el papel biológico de AIF, tanto a nivel de supervivencia como de muerte celular, y 
caracterizar su actividad enzimática. 
• Explorar las mutaciones patológicas del gen AIFM1 descritas, clasificarlas en función de la 
patología y establecer una relación genotipo/fenotipo. 
• Analizar el impacto de las mutaciones patológicas en la expresión, estabilidad y función de la 
proteína tanto a nivel celular como a nivel estructural. 
• Comprender el papel de los modelos animales de enfermedades derivadas de mutaciones en el gen 
AIFM1 en el estudio de la fisiopatología de estas patologías.  
 
4. Metodología 
4.1 Búsqueda bibliográfica 
Con el objetivo de recabar información sobre el papel biológico AIF, su relación con las 
patologías mitocondriales y modelos animales de estas patologías, se han realizado búsquedas en bases 
bibliográficas generales y específicas (figura 2). 
4.1.1 Bases de datos generales 
 Las bases de datos generales consultadas en este trabajo han sido PubMed 
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) (16) y Web of Science (https://webofknowledge.com) (17). En 
primer lugar, se realizó una lista con los conceptos clave relacionados directamente con AIF, y fueron 
agrupados en 7 subcategorías de búsqueda (tabla 1). La consulta tenía la siguiente estructura general, 
para una subcategoría de búsqueda A: ((“apoptosis inducing factor”) OR AIF OR AIFM1) AND 
(conceptoA.1 OR conceptoA.2 OR conceptoA.N) NOT allograft1). Para ciertas subcategorías, el 
resultado de la búsqueda no fue satisfactorio debido a un exceso o defecto de entradas con respecto a 
las esperadas, por lo que la consulta fue ligeramente variada (tabla 1).  
 Una vez realizada la búsqueda, se aplicaron filtros para tratar de limitar el número total de 
entradas bibliográficas. El cribado permitió seleccionar artículos y revisiones bibliográficas en inglés, 
que hayan sido publicados en los últimos 7 años y que estén relacionados con la especie humana (este 
filtro solo es posible aplicarlo en PubMed (16) y no se aplicó para la subcategoría de búsqueda mouse 
ni enzyme).  
4.1.2 Bases de datos específicas 
Se utilizaron 2 bases de datos específicas y curadas, una de modelos de ratón, la Mouse 
Genomics Informatics (MGI; https://informatics.jax.org) (18), y una de enfermedades genéticas 
humanas con herencia mendeliana, OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man; https://omim.org)  
                                                             
1 AIF es el nombre de otra proteína llamada allograft inflamatory factor, por lo que, para evitar coincidencias 
con entradas no relacionadas, se utilizó el operador booleano NOT. 
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(19) (figura 2). En ambas, la consulta realizada fue “AIFM1”. En el caso de la búsqueda en la Mouse 
Genomics Informatics, se consideraron los alelos de Aifm1 que habían sido desarrollados con el objetivo 
de realizar una caracterización fenotípica, bioquímica y patológica del modelo animal. 
Tabla 1 Subcategorías de búsqueda, con sus respectivos conceptos claves y consultas realizadas en las bases de datos de 
Pubmed y Web of Science. 
Subcategoría de 
búsqueda 
Conceptos clave Consulta avanzada* 
Mutation mutation, variant, pathology, 
disease, disorder, neuro-, 
myo-  
("apoptosis inducing factor" OR AIF OR AIFM1) AND 
(mutation OR variant) AND (neuro OR myo OR disorder OR 
disease) NOT allograft 
 
Mitochondria mitochondria, inner 
membrane, intermebrane 
space 
("apoptosis inducing factor" OR AIF OR AIFM1)  AND  
(mitochondria )  AND  (inner membrane OR intermembrane 
space)  NOT  allograft 
 
Disease disease, disorder, pathology, 
variant, mutation, 
mitochondria 
("apoptosis inducing  factor"  OR  AIF  OR  AIFM1)  AND  
(disease OR disorder OR pathology)  AND  (variant OR 
mutation)  AND  (mitochondria)  NOT  allograft 
 
Enzyme oxidoreductase, redox, 
NADH, flavoprotein, 
dimerization, CTC 
("apoptosis inducing  factor"  OR  AIF  OR  AIFM1)  AND  
(oxidoreductase OR redox OR NADH OR flavoprotein)  AND  
(CTC OR dimerization)  NOT  allograft 
 
OXPHOS OXPHOS, respiratory chain, 
mitochondria 
("apoptosis inducing  factor"  OR  AIF  OR  AIFM1)  AND  
(OXPHOS OR “respiratory chain”)  AND  mitochondria  NOT  
allograft 
 
Cell death parthanatos ("apoptosis inducing  factor"  OR  AIF  OR  AIFM1)  AND  
(parthanatos)  NOT  cancer  NOT  allograft 
 
Mouse Mouse, mice, knock-out. 
knock-in 
("apoptosis inducing  factor"  OR  AIF  OR  AIFM1)  AND  
(mouse OR mice)  AND  (knock-out OR knock-in)  NOT  
allograft 
*En la búsqueda en Web of Science, antes de la consulta se añadió la etiqueta de campo TS. 
4.1.3 Selección crítica 
 Una vez realizada la búsqueda, usando el gestor de bibliografía Mendeley (20), se eliminaron 
los duplicados y se eliminaron las referencias no acordes con la temática de este trabajo, y el resto de 
los artículos fueron abordados (figura 2).  
4.1.4 Búsqueda inversa 
A partir de los resultados bibliográficos, se realizó una búsqueda inversa, revisando las 
referencias de interés en los artículos seleccionados 
4.2 Creación de una red de interacción  
 Para poder comprender la importancia de AIF en la fisiología humana, se ha realizado una red 
de interactómica. En primer lugar, se han consultado las bases de datos de interacciones proteína-
proteína Biogrid (21) e IntAct (22), así como el experimento BioPlex (23). Estas interacciones son 
únicamente de proteínas con AIF, y para generar una red de mayor conectividad, se han cargado las 
proteínas humanas resultantes de la búsqueda anterior en STRING (24) para generar una red de 
interacción, con una confianza de la interacción de 0,4 basadas en todas las fuentes de información 
disponibles por STRING. Esta red fue exportada al software de análisis de redes CytoScape, donde se 
realizó un análisis estadístico de la red mediante la aplicación NetworkAnalyzer (25). Los resultados 





5. Resultados y discusión 
5.1 Papel biológico 
5.1.1 AIF como oxidorreductasa mitocondrial 
 AIF es una flavoenzima con actividad oxidorreductasa dependiente de NADH (26). Se trata de 
una proteína transmembrana (3) y que adquiere una estructura tridimensional adecuada a nivel funcional 
cuando se une a un nucleótido de FAD (27). In vitro, se ha caracterizado que esta enzima es capaz de 
reducirse gracias a la acción del NADH, que se une a la proteína a través de su dominio Pyr_redox, 
donde está el sitio de unión del dinucleótido (NADHA) (27). Esta reducción permite la dimerización del 
AIFred-NAD+ y la formación de un complejo de transferencia de carga (CTC) muy estable frente a la 
oxidación (10). In vivo, hAIF establece un equilibrio monómero-dímero, prevaleciendo la forma 
dimérica en presencia de NADH (9).  
La interacción entre dos proteínas de AIF es necesaria para formar un dímero y, por tanto, para 
mantener la homeostasis mitocondrial. En esta interacción, cobran especial importancia los residuos 
H454, del sitio activo de la enzima, y S480, que forma parte de una lámina-β central (posiciones referidas 
a la proteína humana) (10). En la proteína humana oxidada, hAIFox, estos dos residuos interaccionan 
mediante puentes de hidrógeno. La unión de NADH al sitio NADHA  (hAIFred) interrumpe esta 
interacción, lo que libera a esta lámina-β central, exponiendo una superficie hidrofóbica, a través de la 
cual van a interaccionar dos monómeros de AIF (figura 3A). 
 
Figura 2 Diagrama de trabajo seguido para realizar 
la búsqueda y selección bibliográfica. *El filtro 
“humanos” solo se aplica en PubMed, a excepción de 
la búsqueda de la subcategoría mouse, donde se 
cribaron los estudios en “otras especies”, ni en la 
subcategoría enzyme, donde no se aplicó ninguno de 
estos dos filtros  
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 Por otro lado, la reducción de la enzima induce un cambio conformacional del péptido regulador 
de AIF o C-loop del dominio C-terminal, formado por los residuos 510-550. Este péptido regulador se 
mantiene ordenado, en hAIFox, gracias a interacciones con el residuo R201 de una horquilla-β (figura 
10) con otros residuos de la estructura proteica (10). Esta horquilla-β, forma parte de una estructura 
llamada Cβ-clasp, que también participa en la correcta colocación del péptido regulador en AIFox. La 
reducción de la enzima induce un cambio conformacional que provoca el desplazamiento y el 
desordenamiento del péptido regulador (9), haciendo accesible un segundo sitio de unión a NADH 
(NADHB). El hecho de que el NADH module la acción del AIF, permite funcionar a esta oxidorreductasa 











5.1.2 Papel de AIF en la homeostasis mitocondrial y celular 
 El papel de AIF en la muerte celular ha sido ampliamente caracterizado y estudiado, sin 
embargo, su relación con la supervivencia celular y la homeostasis mitocondrial no fueron descritas 
hasta comienzos de siglo XXI (28). Previamente, estudios fenotípicos de ratones Harlequin, que 
expresaban hasta un 80 % menos de AIF, no coincidían con la hipótesis de que AIF participara 
únicamente en la muerte celular (12). Estos ratones mutantes presentaban un mayor estrés oxidativo en 
sus neuronas, lo que dio paso a estudios focalizados en determinar el papel del AIF en la supervivencia 
y homeostasis celular.  
 Años más tarde se descubrió que AIF permite la expresión e importación al espacio mitocondrial 
de una proteína llamada CHCHD4 (Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain-containing protein 4) 
(29,30), un homólogo de la proteína Mia40 de Saccharomyces cerevisiae. Se trata de una chaperona del 
espacio intermembrana que permite el correcto plegamiento de proteínas mitocondriales a través de la 
formación de puentes disulfuro mediante una oxidación. Experimentos en levadura han determinado 
Figura 3 (A) Representación de hAIFox; Δ1-102 wild-type (PDB: 4BV6) en cartoon gris, y el mutante W196A (permite la 
dimerización en ausencia de ligando) en cartoon marrón y azul, donde algunos residuos relevantes se muestran en varillas. A 
la izquierda, se observan las interacciones que mantienen los residuos H454 y S480 de la proteína wild-type, y a la derecha las 
interacciones de estos residuos se interrumpen, y el residuo S480 interacciona con los residuos H457 e Y476. Este induce un 
cambio conformacional que desplaza a la lámina-β central y a la horquilla-β (indicados con flechas). Los átomos de oxígeno 
están mostrados en rojo, y los de nitrógeno en azul. (B) Representación esquemática del proceso de dimerización de AIF 
mediada por la unión de NADH. El dominio transmembrana (linea negra) permite la inserción de AIF en la membrana interna 
de la mitocondria. El dominio FAD (amarillo) y el dominio NADH (verde) permiten la unión de FAD y NADH, 
respectivamente. Este último cofactor actua como efector alostérico, que permite la formación del CTC y la dimerización de 
AIF. En este proceso, el péptido regulador o C-loop del dominio C-terminal (azul) se desplaza. hAIFox (izquierda) posee una 
horquilla-β que permite la colocación del péptido regulador gracias a la formación de una estructura denominada Cβ-clasp, 
donde residuos tanto de la horquilla-β, del péptido regulador y del dominio C-terminal establecen puentes de hidrógeno (no se 











que Mia40 permite la formación de estos puentes disulfuro en proteínas que poseen el motivo de 
secuencia C-X9-C duplicado o el motivo de secuencia C-X3-C duplicado, presente en las proteínas con 
dominios CHCH (coiled-doil-helix-coiled-coil) (31). Entre estas proteínas mitocondriales hay proteínas 
que forman parte de los complejos I y IV del sistema de fosforilación oxidativa (OXPHOS) o proteínas 
del complejo MICOS que permiten la manutención y formación de las crestas mitocondriales. Estos 
motivos de secuencia también aparecen en la proteína de la subunidad pequeña del ribosoma 
mitocondrial (CHCHD1) (32) y en proteínas que participan en el transporte mitocondrial, homeostasis 
lipídica y señalización mediada por calcio (4). Esto conecta directamente AIF con la homeostasis 
mitocondrial y explica los fenotipos de los ratones Harlequin. Por otro lado, se ha determinado que la 
deficiencia de AIF induce la degradación de CHCHD4, pero no ocurre al revés, indicando que el 
CHCHD4 actúa downstream de AIF (29), probablemente, AIF funcione como una proteína de 













5.1.3 Papel del AIF en la muerte celular 
 Esta proteína también regula la muerte celular programada, pero no lo hace a través de la 
apoptosis, sino que participa en un proceso llamado parthanatos, definido como una muerte celular 
programada independiente de caspasas (11,34). 
 Esta ruta de muerte celular programada se inicia debido a daños irreparables en el DNA que 
conducen a la hiperactivación de la poli ADP-ribosa polimerasa 1 (PARP1). Estos daños al DNA ocurren 
debido a un estrés provocado por la generación de especies reactivas de oxígeno, radiación ultravioleta 
o ionizante, agentes alquilantes o, en el caso de las neuronas, por la sobre activación del receptor 
ionotrópico de glutamato NMDA (34). El receptor NMDA es un canal de calcio que permite la entrada 
de calcio en las neuronas cuando interacciona con el glutamato, un neurotransmisor estimulador. El 
Figura 4 Modelo actual del funcionamiento de AIF y su participación en la homeostasis mitocondrial. Las proteínas son 
importadas a la mitocondria, entran a través de TOM40 y las que tengan motivos de secuencias reconocibles por CHCHD4, 
son oxidadas por esta proteína a través de la formación de puentes disulfuro, lo que les permite plegarse correctamente y ejercer 
su acción. Si no son oxidadas, no se pliegan correctamente, por lo que no pasan el control de calidad de plegado de proteínas. 
Por tanto, son degradadas (a) directamente en el espacio intermembrana por acción de YME1L o (b) en el citoplasma por acción 
del proteasoma. Tras la reducción de CHCHD4, se recicla su estado redox gracias a ALR, que también se tiene que volver a 
oxidar cediendo electrones al citocromo c, al complejo IV o, directamente, al oxígeno. Figura tomada de Reinhardt et al. 2020. 
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aumento de calcio intracelular activa a las óxido nítrico sintasas neuronales (nNOS), que produce NO y 
que pueden generar daño en el DNA directamente o reaccionando con el ion superóxido, formando 
ONOO- (34) (figura 5A). 
Si no se ha superado el umbral de daño en el DNA, PARP1 se activa y así mismo, activa otras 
enzimas mediante ADP-ribosilación, formando polímeros de poli ADP-ribosa (PAR) (34). En caso de 
hiperactivación, los polímeros de PAR se sintetizan y se acumulan y actúan como un mensajero químico 
que induce mecanismos de muerte celular (35). Esta enzima utiliza como sustratos ATP y NAD+, por lo 
que la hiperactivación de PARP1 podría llevar a una depleción de estos sustratos (34). El aumento de 
polímeros de PAR en el citoplasma conlleva la proteólisis de AIF, gracias a la acción de una calpaína 
(36), formando un AIF truncado (tAIF) o AIFΔ1-101 (37). Se ha descrito que el polímero PAR es capaz 
de activar a Bax (proteína proapoptótica), que se transloca a la membrana externa de la mitocondria para 
inducir su permeabilización, alterando el potencial de membrana y generando poros MPTP (membrane 
permeabilization transition pores) que permitiría a tAIF abandonar el espacio intermembrana (38). 
Además, PAR es capaz de interaccionar con la membrana externa de la mitocondria, facilitando este 
proceso (35). A pesar de esto, el pool de AIF anclado en la membrana externa de la mitocondria es capaz 
de inducir la muerte celular programada vía parthanatos, sin necesidad de que ocurra la permeabilización 
de la membrana externa de la mitocondria (8).  
Una vez abandona la mitocondria, la heat shock proteín 70 (HSP70) interacciona con AIF y lo 
mantiene en el citoplasma (39), mientras que otras proteínas como la ciclofilina A (CypA) (40) o el 
factor de inhibición de migración de macrófagos (MIF) (41) inducen su translocación al núcleo. Por otro 
lado, tAIF interacciona con la tioredoxina 1 (TXN1), que facilita el mantenimiento del estado reducido 
de AIF en un entorno oxidativo en el que se da la muerte celular programada (42). Otra interacción que 
establece AIF es con el factor traduccional de iniciación eucariota 3G (eIF3G), de tal manera que impide 
su reclutamiento al complejo de iniciación de la traducción, e inhibe, por tanto la síntesis proteica (43). 
En el núcleo, el complejo AIF:CypA o AIF:MIF es capaz de interaccionar con histonas de la familia 
H2AX (44) y con el DNA (45), lo que conlleva a la condensación de la cromatina y la degradación de 
la cromatina gracias a la acción de las endonucleasas CypA y MIF (3,41), provocando la muerte celular 
Figura 5 (A) Representación esquemática del proceso de muerte celular programada independiente de caspasas o parthanatos 
el daño en el DNA. NMDA (N-metil-D-aspartato); UV (ultravioleta); ROS (especies reactivas de oxígeno); PAAN 
(parthanatos AIF-associated nuclease).  Figura tomada de Fatokun et al. 2014. (B) Proteínas que interaccionan con AIF en la 




programada (figura 5B). En invertebrados, AIF interacciona con la endonucleasa G (endoG), lo que 
permite la degradación del DNA (46), mientras, en mamíferos, la endonucleasa G y AIF son capaces de 
inducir la degradación de la cromatina de forma independiente (47). 
En ausencia de un estrés que conlleve la muerte celular programada, AIF interacciona con el 
homólogo de la fosfatasa y la tensina (PTEN) mitocondrial, impidiendo que esta se oxide, ya que, PTEN, 
en un estado reducido, inhibe la ruta de las PI3K/Akt, una ruta señalizadora de supervivencia celular 
(48) (figura 5B). 
5.1.4 Estudio proteómico e interactómico del AIF 
 AIF es una proteína que se expresa de forma ubicua en todos los tejidos del cuerpo humano ya 
que se trata de una proteína mitocondrial y la mitocondria es un orgánulo presente en mayor o menor 
medida en todos los tejidos. La red de interacción de AIF generada consta de 270 nodos, entre los cuales, 
AIF presenta un grado y una centralidad superiores a la media del resto de nodos que forman parte de 
esta red (tabla 2). Esto indica el amplio interactoma de AIF y explica la relevancia biológica de esta 
proteína. Como ya se ha descrito en varios casos clínicos, mutaciones en AIF que disminuyen su 
expresión o reducen su actividad biológica conducen a patologías mitocondriales (14). En cambio, el 
coeficiente de agrupamiento de este nodo está por debajo de la media, es decir, los vecinos directos de 
AIF en la red interaccionan poco entre sí. Esto podría deberse a que AIF es una proteína bifuncional, y 
las proteínas con las que interacciona intervienen en procesos moleculares distintos. Las interacciones 
de AIF con diferentes nodos de la red, así como la confianza de estas interacciones aparecen en la tabla 
2 del anexo.  
Tabla 2 Valores de centralidad de cercanía, coeficiente de agrupamiento y de grado del nodo correspondiente al AIF con 
respecto al valor medio de los nodos de la red, obtenidos mediante la aplicación NetworkAnalyzer de Cytoscape 
 
5.2 Relación con la patología 
 AIF, desde el punto analítico in sillico, mediante el análisis de las redes de interacción, es una 
proteína relevante a nivel biológico, como así indica su alto nivel de grado y centralidad. Por tanto, se 
puede predecir que mutaciones que afecten a la función biológica que desempeña AIF pueden alterar la 
homeostasis mitocondrial, y por tanto, la homeostasis celular. Se han descrito diversas patologías 
humanas debido a mutaciones en el gen AIFM1, y todas ellas se caracterizan por ser enfermedades 
mitocondriales (3,49). Hasta la fecha, se han publicado 28 mutaciones en el gen AIFM1 que generan 
condiciones patológicas con consecuencias variables (3,19) (tabla 3). Los principales tejidos afectados 
son el muscular y el sistema nervioso, como indican los síntomas presentados por los pacientes. Estos 
tejidos dependen, en gran medida, de la energía en forma de ATP producida a través de la fosforilación 
oxidativa (2), proceso regulado de forma indirecta por AIF.  
 Estas mutaciones causan hasta 4 tipos de patologías diferentes: (i) síndrome de Cowchock 
(MIM: 310490), (ii) deficiencia combinada de la fosforilación oxidativa 6 (MIM: 300816), (iii) sordera 
ligada al cromosoma X 5 (MIM: 300614) y (iv) displasia espondiloepimetafiseal ligada al cromosoma 
X con leucodistrofia hipomielínica (MIM: 300232) (19). Debido al difícil diagnóstico de estas 
patologías, hay una mutación que aún no ha sido categorizada en ninguna de las cuatro enfermedades. 
 





AIF 0,446 0,198 32,0 
Media de la red 0,337 0,417 18,4 
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5.2.1 Síndrome de Cowchock 
 El síndrome de Cowchock es una neuropatía progresiva. Se trata de un tipo de la enfermedad de 
Charcot-Marie-Tooth ligada al cromosoma X (3,19). Hasta la fecha, se han descrito 8 mutaciones que 
derivan en esta patología (tabla 3) (52,53). Esta neuropatía fue descrita por primera vez por Cowchock 
et al. en 1985 (52) como una neuropatía degenerativa senso-motora hereditaria de tipo II. También se 
determinó el patrón de herencia ligado al cromosoma X de la patología en la familia identificada. Unos 
años más tarde se confirmó, mediante diagnóstico genético, que la enfermedad se debe a una mutación 
en el gen AIFM1 (53) (codificado en el cromosoma X), más concretamente, la mutación E493V. Esta 
mutación acarrea una evidente relación genotipo/fenotipo (14). Pacientes portadores de esta mutación 
empiezan a desarrollar síntomas de la enfermedad durante la infancia y, de forma progresiva, neuropatía 
axonal senso-motora, sordera, retraso cognitivo, debilidad y atrofia muscular y pérdida sensorial, sobre 
todo en las extremidades inferiores (52,53). Aparentemente, el sistema OXPHOS no se ve afectado, lo 
que indica que estos síntomas podrían explicarse por un aumento de la muerte celular independente de 
caspasas (53). El residuo 493E forma parte del sitio alostérico NADHB presente en la forma reducida de 
la proteína (figura 6) (9). Aunque la mutación no altera el plegamiento de AIF, sí que afecta a la unión 
con la segunda molécula de NADH, y a la estabilidad del CTC (53), pudiendo aumentar la sensibilidad 
de AIF a la proteólisis y su liberación de la membrana interna de la mitocondria, aumentando, por tanto, 
la capacidad inducir la muerte celular programada por la vía parthanatos (53). 
 
 
Una segunda mutación causante del síndrome de Cowchock ha sido descrita por Adrissone et 
al., G262S. En este caso clínico, el paciente también presenta síntomas de forma progresiva, a partir del 
primer año de vida, que se describían en el estudio inicial: neuropatía axonal, sordera, retraso cognitivo 
y debilidad muscular (51). Además de estos síntomas, el paciente presenta desde la infancia ataxia 
sensorial y cerebral, lo que expande el espectro de fenotipos relacionados con este síndrome (51). El 
residuo G262 se sitúa en la región donde termina el dominio de unión a NADH y comienza el dominio 
de unión a FAD, con una localización espacial cercana al grupo pirofosfato de la flavina (14). La 
sustitución por un residuo de serina, más grande y más polar que la glicina, genera un cambio de la 
estructura del sitio activo de la proteína (figura 7), lo que reduce la estabilidad del complejo AIFred-
NAD+ comparado con AIF wild-type (14). De hecho, la proteína reducida se reoxida 100 veces más 
rápido en comparación con la proteína wild-type, esto podría conducir a que, in vivo, no sería capaz de 
formar interacciones estables y funcionales que permitan la acción downstream de CHCHD4, lo que 
podría relacionarse con un descenso de la expresión de los complejos I y III (un descenso del 40% de la 
actividad), y sobre todo, del complejo IV del sistema OXPHOS (un descenso del 80% de la actividad) 
(51). Estudios in vitro e in vivo de la expresión de los complejos I y IV del sistema OXPHOS con este 
mutante sugieren un fenotipo más severo del que se observa en la clínica (51). Por otro lado, el mutante 
G262S se expresa menos a nivel proteico que la proteína wild-type (51), lo que también podría explicar 
Figura 6 Representación del sitio de unión a 
NADHB de hAIFΔ1-102, donde las interacciones 
intermoleculares se representan a través de líneas 
discontinuas. Las estructuras químicas están 
representadas en varillas. Los átomos de C de la 
molécula de FAD están representados de color 
naranja, los del NADH en rosa, los de los residuos 
del sitio de unión a NADHB de hAIF Δ1-102; ox (PDB: 
4BV6) en amarillo y los de los residuos del sitio de 
unión a NADHB de hAIF Δ1-102; red:2NADH (PDB: 




la deficiencia en los complejos respiratorios I y IV. Sin embargo, aún no se sabe a qué se debe esta 
variabilidad en los síntomas ni tampoco por qué los estudios del mutante G262S sugieren un fenotipo 
 















T141L Sitio unión FAD COWCK - - - - - - Heimer et al. 2018 (50) 
M171I Dominio FAD COWCK - - - - - - Wang et al. 2018 (54) 
∆R201 Sitio unión 
NADHB – 
horquilla-β 
COXPD6 = CI, CIII, 
CIV     
Ghezzi et al. 2010 (55) 
F210L Dominio FAD – 
colocación 510-
550 (hAIFox) 
COWCK - CI, CIII - - - - Hu et al. 2017 (56) 





- - = - - Sancho et al (57) 
Q235H Dominio FAD SEMDHL 
 
- - - - - Miyake et al. 2017 (58) 
D237G Dominio FAD SEMDHL - - - - - - Mierzewska et al 2017 
(59) 
Kimura-Ohba et al. 2013 
(60) 
D237V Dominio FAD SEMDHL - - - - - - Miyake et al. 2017 (58) 
D240D Dominio FAD SEMDHL 
 
- - - - - Miyake et al. 2017 (58) 




- - = - Kettwig et al. 2015 (49) 
T260A Dominio FAD DFNX5 - - - - - - Zong et al. 2015 (61) 
G262S Sitio unión 
NADHA –
colocación 







- Adrissone et al. 2015 (51) 
G308E Sitio de unión 
NADHA 
COXPD6 - CI, CIV - - 
  
Berger et al. 2011 (62) 









- Diodato et al. 2016 (63) 
M340T Sitio de unión 
NADHA 
COWCK - - - - - - Heimer et al. 2018 (50) 
L344F Dominio NADH DFNX5 - - - - - - Zong et al. 2015 (61) 
G360R Dominio NADH DFNX5 - - - - - - Zong et al. 2015 (61) 
R422W Dominio FAD DFNX5 - - - - - - Zong et al. 2015 (61) 
R422Q Dominio FAD DFNX5 - - - - - - Zong et al. 2015 (61) 
R430C Dominio FAD DFNX5 - - - - - - Zong et al. 2015 (61) 
R451Q Dominio FAD DFNX5 - - - - - - Zong et al. 2015 (61) 
A472V Dominio FAD DFNX5 - - - - - - Zong et al. 2015 (61) 
P475L Dominio FAD DFNX5 - - - - - - Zong et al. 2015 (61) 
Q479R Sitio de unión 
FAD/NADH – 
Bucle 
COXPD6 - - - - - - Morton et al. 2017 (64) 
T492H C.terminal - - - - -- - - Pronicka et al. 2016 (65) 
E493V C-terminal – Sitio 
de unión NADHB 
COWCK = = 
    
Cowchock et al. 1985 (52) 
Rinaldi et al. 2012 (53) 
I591M C-terminal DFNX5 - - - - - - Zong et al. 2015 (61) 
IVS6AS, 
T-G, -44 † 
- SEMDHL 
 
- - - - - Miyake et al. 2017 (58) 
Neubauer et al. 2006  (66) 
Tabla 3 Mutaciones en el gen AIFM1 de importancia clínica y su impacto en la actividad y estabilidad proteica 
Adaptado de Bano, D. y Prehn, J. H. M. (2018) (3) y de la base de datos OMIM (19). (COWCK): Síndrome de Cowchock; (COXPD6): 
deficiencia combinada de la fosforilación oxidativa 6; (SEMDHL):  displasia espondiloepimetafiseal ligada al cromosoma X con leucodistrofia 




todavía más severo. Se han planteado dos hipótesis: (i) que AIFox sea capaz de interaccionar en cierta 
medida con CHCHD4 o (ii) que exista un mecanismo compensatorio o el propio CHCHD4 sea capaz 
de revertir la función deficiente de AIF (14), evitando que se desestabilice el CTC.  
 
 
Por otro lado, están las mutaciones en el residuo F210, que, a pesar de que son sustituciones en 
el mismo residuo, provocan fenotipos distintos entre los pacientes portadores. La mutación F210L fue 
descrita por Hu et al. en 2017 (56) en dos hermanos cuyo desarrollo fue normal. Sin embargo, a los 14 
años empezaron a desarrollar problemas para andar y fueron diagnosticados con el síndrome de Charcot-
Marie-Tooth. Lo síntomas fueron evolucionando con los años, presentando debilidad en las manos y en 
los talones y dolor en los músculos gastrocnemios (gemelos). El segundo paciente también empezó a 
desarrollar estos síntomas a los 14 años, aunque con el paso de los años, ha desarrollado un fenotipo 
menos severo. Ambos pacientes fueron diagnosticados con una polineuropatía, a pesar de que no 
presentan síntomas en el sistema nervioso central u otros órganos, y presentaron un descenso en la 
expresión de los complejos I y III del sistema OXPHOS de alrededor del 80% en fibroblastos (56). Sin 
embargo, la mutación F210L no altera la interacción de AIF con CHCHD4 ni con HSP70, que regula la 
actividad de muerte celular de AIF (56). 
En cambio, los portadores de la mutación F210S, descrita por Sancho et al. (57), empezaron a 
presentar dificultades para andar antes de los 2 años, a pesar de que hasta el primer año de vida, su 
desarrollo había sido normal. El paciente 1 presentó arreflexia y dificultad para mover el tobillo a los 5 
años, y no fue capaz de andar hasta los 6 años (usando órtesis en las piernas), perdiendo la capacidad de 
caminar a los 11. El paciente 2 consiguió empezar a andar de forma independiente a partir de los 2 años, 
aunque presentaba debilidad y atrofia muscular en músculos distales, piernas, y manos de forma 
progresiva. No se detecta un cambio en la apoptosis, pero sí una fragmentación de las mitocondrias, lo 
que podría indicar una disfunción de la cadena respiratoria de la mitocondria (57). 
El residuo F210 se encuentra en la superficie de la proteína, formando parte de una hélice α 
(figura 8A-8B) y mantiene interacciones hidrófobas con el residuo P207, también de la misma hélice. 
Además, mantiene interacciones con los residuos Q206, F205 y F144 (figura 8C) (57), permitiendo el 
correcto plegamiento de la proteína. Esta hélice podría estar involucrada en la correcta colocación de la 
horquilla-β que, en la forma oxidada de AIF, interacciona con el péptido regulador 510-550, bloqueando 
el acceso del coenzima al sitio NADHB.  Una sustitución por un residuo serina en la posición 210 podría 
alterar estas interacciones hidrófobas, desestabilizando la hélice α en la que se encuentra el residuo 210, 
lo que podría provocar un incorrecto posicionamiento de la horquilla-β, lo que podría afectar a la 
actividad de la proteína (57). Por otro lado, la sustitución por un residuo de leucina descrita en la 
mutación F210L parece no generar un fenotipo tan grave como la mutación F210S. Es posible que la 
Figura 7 Representación del sitio activo de hAIF Δ1-102; red. Los 
átomos de carbono de la molécula de NAD (modelado con 
respecto a la estructura 4BUR) están mostrados de color cian, 
los de hAIFox (PDB: 4BV6) en gris y los de la proteína 
mutante G262S en verde. Las moléculas de agua son 
representadas con cruces rojas. Las estructuras químicas están 
mostradas como líneas.  Sitio activo de AIF mostrado con un 
mapa de densidad electrónica (1,3 σ) de los residuos que lo 
forman. El residuo S262, debido a choques estéricos, desplaza 
al residuo L400 (indicado con flechas rojas), acercándolo al 
NAD y alterando, por tanto, el sitio activo de la proteína. 




sustitución de la fenilalanina por otro residuo apolar como es la leucina no altere tanto la estructura de 
la hélice α en la que está el residuo 210, y, por tanto, haya un mayor control de la asociación con el 








El fenotipo generado por la mutación F210L es muy similar a otro descrito por Wang et al. en 
2018 (54). Cinco pacientes varones de una familia empezaron a desarrollar durante la infancia una 
neuropatía senso-motora axonal que se manifestaba en forma de debilidad de las extremidades 
inferiores, la cual ha ido progresando de forma controlada, desarrollando atrofia muscular en las 
extremidades inferiores, problemas para caminar de forma normal y pies cavos. Estos pacientes son 
portadores de la mutación M171I. El residuo M171 está conservado entre las diferentes especies, e 
interacciona con el residuo I528 (figura 9A), también conservado, que forma parte del péptido regulador. 
La sustitución por un residuo de isoleucina puede interrumpir o modificar las interacciones de residuos 
cercanos o con el mismo residuo I528 (figura 9B), lo que podría conllevar una incorrecta colocación del 






Más recientemente, Heimer et al. (50) han descubierto dos nuevas mutaciones en el gen AIFM1 
que generan el síndrome de Cowchock: M340T y T141I. Los portadores de estas mutaciones no forman 
parte de la misma familia. El paciente 1, portador de la mutación M340T, empezó a desarrollar sordera 
a los 5 años debido a una neuropatía del nervio auditorio y con 8 años empezó a presentar problemas 
para andar, lo que evolucionó en una ataxia. También se le diagnosticó una neuropatía senso-motora y 
Figura 9 Representación de hAIF Δ1-102; ox (PDB: 1M6I_A) en cartoon gris. El FAD (amarillo) y los residuos R172, M171, 
I171 e I528 (verde) mostrados en varillas. El péptido regulador 510-550 está mostrado en cartoon rojo. Los residuos M171, 
I141 e I528 están representados también forma de esferas transparentes. (A) hAIF Δ1-102; ox wild-type, donde el residuo M171 
interacciona (línea discontinua amarilla) con el residuo I528. (B) hAIF Δ1-102; ox M171I, donde el residuo I171 podría alterar su 
interacción con el residuo I528, alterando el posicionamiento y funcionalidad del péptido regulador 510-550. Figura tomada 
de Wang et al. 2018.  
A. B. 
A. C. B. 
Figura 8 Representación de hAIF Δ1-102 en cartoon. El péptido regulador está representado de color amarillo, la horquilla-β en 
rosa y el residuo F210 en representado como varilla  marrón. El NAD (amarillo) y el FAD (amarillo) están representados en 
varillas. (A) Representación de hAIF Δ1-102; red (PDB: 4BUR). (B) Representación de hAIF Δ1-102; ox (PDB: 4BV6). (C) 
Superposición de las estructuras hAIF Δ1-102; red y hAIF Δ1-102; ox, donde se muestra en varillas algunos de los residuos relevantes 
en el plegamiento global de la proteína, donde se encuentra el residuo F210, que permite la correcta colocación de la estructura 




otros síntomas como pies cavos, dismetría, disartria, arreflexia y bradiquinesia (50). El residuo M340 es 
cercano al sitio de unión a NADHA. Esta mutación también ha sido descrita en 8 varones de una misma 
familia con características fenotípicas diferentes como daltonismo o una afección del nervio radial (67). 
El paciente 2 es portador de la mutación T141I, y desde la infancia presentaba hipotonía, problemas 
para hablar y retraso motor, y con 4,5 años desarrolló mioclonía, que fue empeorando con el tiempo, al 
igual que el trastorno del movimiento (50). También fue diagnosticado de dismetría y ataxia, que, de 
nuevo, se agravaban con el tiempo. A los 8,5 años fue diagnosticado con una neuropatía auditiva y a los 
10,5 años, de una cardiomiopatía. Este residuo T141 forma parte del sitio de unión a FAD y se encuentra 
en una región conservada de unión a DNA. Estas dos mutaciones amplían el espectro fenotípico debido 
a mutaciones en AIF y la caracterización de ambas mutaciones permitirá conocer mejor la relación 
genotipo/fenotipo.     
5.2.2 Deficiencia combinada de fosforilación oxidativa 6 
 La deficiencia combinada de fosforilación oxidativa 6 (COXPD6) es una encefalomiopatía 
severa que empieza a manifestarse progresivamente durante la infancia causada por mutaciones en el 
gen AIFM1, por lo que la herencia está ligada al cromosoma X. Esta deficiencia se asocia con un 
desarrollo psicomotor anormal y una deficiencia variable en los complejos del sistema OXPHOS. Se 
han descrito hasta la fecha 5 mutaciones que causan COXPD6: (i) ∆R201, (ii) V243L, (iii) G308E, (iv) 
G338E y (v) Q479R (tabla 3). 
 El grupo de Ghezzi et al. (55) en 2010 fue el primero en asociar una patología a una mutación 
en el gen AIFM1. Este grupo describió el caso clínico de dos niños varones hijos de dos gemelas 
monocigóticas que desarrollaron una patología neurodegenerativa en los primeros meses de vida 
asociada a una disfunción de los complejos proteicos del sistema OXPHOS. Imágenes de resonancia 
magnética del paciente 1 mostraron señales anormales en el ganglio basal a los 12 meses de vida y, a 
los 15 meses presentó más síntomas como hipotonía, arreflexia y un retraso en el desarrollo. El paciente 
fue diagnosticado con una neuropatía senso-motora y se detectó un nivel moderadamente elevado de 
lactato y piruvato tanto en sangre como el líquido craneoencefálico. La actividad de la cadena 
respiratoria no pudo determinarse en tejido muscular pero sí en fibroblastos, que presentaban una 
actividad reducida de los complejos III y IV. El paciente 2 empezó a desarrollar una regresión psico-
motora a los 11 meses de vida. Este paciente manifestó anormalidades en el cuerpo estriado cerebral en 
una resonancia magnética, además de presentar irritabilidad, hipotonía, debilidad muscular e 
hiporreflexia. Se determinó una baja actividad de los complejos del sistema OXPHOS (tabla 3) en el 
músculo, principalmente, del complejo IV, además de una depleción de mtDNA. Al igual que en el 
paciente 1, se detectaron niveles elevados de lactato en plasma sanguíneo. 
Tanto al paciente 1 como al paciente 2 se les detectó, mediante diagnóstico genético, la mutación 
∆R201 en el gen AIFM1 (55) en la que hay una evidente relación genotipo/fenotipo. El residuo R201 
forma parte de la horquilla-β que regula la actividad y que estabiliza dos hélices α cortas (formadas por 
los residuos 517-524 y 529-533) que impiden el acceso del disolvente al anillo de flavina, que es el sitio 
de unión de la enzima de NADHB (figura 10A) (9). La reducción de la enzima por parte de NADHA 
induce un cambio conformacional en el que la región 517-533 (que forma parte del péptido regulador 
510-550) deja de formar dos hélices α y se desplaza, lo que permite la entrada de NADHB al sitio 
alostérico (figura 10B) (9). El residuo R201 interacciona mediante puentes de hidrógeno con T526 y 
mediante interacciones carga/carga con E531, y la reducción de AIF induce un cambio conformacional 
que hace que R201 deje de estabilizar las hélices α interaccionando con estos residuos, que pasa a 
interaccionar con los residuos Y204 y S202 de la propia horquilla-β mediante puentes de hidrógeno (9). 
La deleción de este residuo se traduce en una inestabilidad conformacional, una unión más débil con el 
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FAD, un incremento de la actividad redox y un aumento en su c apacidad de unirse al DNA (lo que 
favorece la capacidad de AIF de inducir la muerte celular programada vía parthanatos) (9,14,55). 
 
Otra mutación en la que hay una evidente relación genotipo/fenotipo es descrita por Berger et 
al. en 2011 (62): G308E, que genera un fenotipo grave y que resultó ser fatal para el paciente portador 
(14). Esta mutación ha sido identificada en dos pacientes hermanos varones. Mediante pruebas 
diagnósticas prenatales, se detectó en ambos pacientes una ventriculomegalia, ambos recién nacidos 
presentaron hipotonía y desarrollaron atrofia muscular (62). Ensayos de histoquímica revelaron una 
deficiencia en citocromo c mientras que en mitocondrias aisladas se detectó una deficiencia en la 
actividad de los complejos I y IV del sistema OXPHOS (62). El paciente A falleció a los 4 años debido 
a un fallo cardiaco producido por una neumonía. El paciente B falleció a los 3 meses debido a una 
neumonía y a una cardiomiopatología hipertrófica. El residuo G308 forma parte de un motivo de 
secuencia altamente conservado en el sitio de unión a NADHA: GXGXXG (11). La mutación G308E 
no altera la expresión, plegamiento o el potencial red-ox de la proteína, pero reduce la afinidad de AIF 
por el NADH (figura 11) y, por tanto, la eficiencia de la transferencia de electrones, lo que hace que 
AIF no sea capaz de formar CTC ni catalizar reacciones red-ox de forma efectiva (14). El residuo mutado 
de glutamato bloquea el acceso del NADH al sitio de unión y, probablemente, desplace a otros residuos 
que estabilizan el complejo AIFred-NAD+ (14). Esta capacidad de AIF de reducirse y formar un CTC, 
por tanto, parece clave en la homeostasis celular y mitocondrial.  
 
Figura 10 Representación de cartoon de (A) hAIF Δ1-102; ox (rosa claro; PDB) y (B) hAIF Δ1-102; red:2NADH (marrón) y sus 
respectivos sitios de unión NADHB. Las hélices cortas formadas por los residuos 517-524 y 529-533, representadas de color 
naranja y la horquilla-β representada de color rosa oscuro. El FAD (naranja), NADHA (azul) y NADHB (amarillo) están 
representados en varillas. (A) hAIF Δ1-102; ox impide el acceso de una molécula de NADH al sitio NADHB gracias a las hélices 
517-524 y 529-533, estabilizadas por el residuo R201 de la horquilla-β. (B) hAIF Δ1-102; red:2NADH ha cambiado de 
conformación y las hélices 517-524 y 529-533 se han desplazado (no se muestra), lo que permite la accesibilidad de una 
molécula de NADH. El residuo W196 de la horquilla-β estabiliza al NADHB mediante interacciones cuadrupolo/cuadrupolo. 
Figura tomada de Ferreira et al. 2014.  
Figura 11 Representación en varillas del sitio de unión NADHA de 
hAIFred-NAD+ wild-type (morado; PDB: 4BUR) y del mutante 
G308E (beige). Las interacciones con el NAD (verde) se 
representan con una línea azul discontinua La sustitución G308E 
interacciona con el residuo K342 mediante un puente de hidrógeno 
(no se da en la estructura de la proteína humana 4BUR, pero sí en 
la proteína de ratón 3GD4, homóloga al 92% a la proteína humana), 
desplaza al residuo 336E y al NAD, lo que reduce de forma global 





Sin embargo, y como es habitual en patologías mitocondriales, se han descrito casos 
diagnosticados de COXPD6 que presentan variabilidad fenotípica. En 2015, Kettwig et al. (49) 
describen el caso de un paciente que es portador de la mutación V243L en el gen AIFM1. El paciente 
empezó a presentar síntomas a los 2,5 años de edad, cuando de forma progresiva empezó a perder 
capacidad auditiva. Desde que empezaron estos síntomas, en tan solo 3 días fue incapaz de escuchar ni 
de hablar. A los 3 años y 4 meses empezó a presentar ataxia, y pocos meses después, atrofia muscular 
arreflexia y convulsiones afebriles. A los 5 años empezó a desarrollar ptosis bilateral y a partir de los 10 
años no se podía mantener sentado por sí mismo. Ensayos bioquímicos a partir de una biopsia muscular 
determinaron un descenso en la actividad del complejo I y, en menor medida, del complejo II. El análisis 
mediante western-blot reportó una baja expresión proteica del complejo I principalmente, pero también 
de los complejos III y IV del sistema OXPHOS.  
 La mutación V243L de AIF no genera cambios en el plegamiento, actividad redox o en 
capacidad de unión al DNA de AIF, y al ser un residuo no expuesto al disolvente, no mantiene 
interacciones con otras proteínas (14). Sin embargo, y al igual que ocurre con la mutación G262S, hay 
un descenso de la expresión de AIF (V243L), detectado en la biopsia realizada al paciente, y es posible 
que sea el causante del desarrollo de la patología (14,49).  
 En 2016, Diodato et al. (63) descubrieron una nueva mutación en el gen AIFM1: G338E, que, 
de nuevo, expande el espectro fenotípico de COXPD6. Se describen dos pacientes varones hijos de dos 
hermanas que empezaron a presentar, durante el periodo perinatal, hipotonía y debilidad muscular. En 
ambos pacientes, en los dos primeros meses de vida, no se producían los reflejos tendinosos profundos, 
ni en los brazos ni en las piernas, lo que está relacionado con un retraso en el desarrollo general. Pocos 
meses después, primero el paciente 1 (que presentaba un cuadro ligeramente más severo), empezaron a 
desarrollar dificultades para tragar y respirar, por lo que tuvieron que someterse a una traqueotomía. 
Ambos pacientes presentaron atrofia cerebral, unos niveles de plasma ligeramente elevados. El paciente 
1 mostró signos de neuropatía motora axonal, y se realizó una biopsia muscular, en la que se determinó 
una actividad del complejo IV del sistema OXPHOS un 50% menor a la media. Esta biopsia no pudo 
realizarse al paciente 2, pero la actividad del complejo IV en fibroblastos estaba reducida en un 45% 
con respecto al control, frente a un 20% de reducción de actividad en fibroblastos con respecto a paciente 
1. 
El residuo G338 es un residuo altamente conservado que se encuentra en la superficie de la 
estructura proteica (figura 12A) (63) . La mutación G338E altera ligeramente la estructura y la función 
redox de AIF sin alterar la capacidad de interacción con el DNA (14). La sustitución de un residuo 
pequeño y neutro por un residuo de mayor tamaño y con carga afecta a la estructura y a la carga 
electrostática de AIF. La presencia de un residuo de ácido glutámico en la posición 338 puede alterar 
las interacciones que mantienen los residuos K337 y E346, y este último con el residuo Q556, lo cual 
puede variar el posicionamiento de la región reguladora 510-550 en la conformación reducida, que se 
desplaza como consecuencia de esta reducción de AIF para permitir la entrada de una molécula de 
NADHB al sitio alostérico (figura 12B) (63). Al margen de estas consideraciones estructurales, hay un 
descenso de la expresión de AIF en ambos pacientes portadores de la mutaciones (63). A pesar de estos 
dos factores, el descenso de la actividad del complejo IV del sistema OXPHOS es del 50%, frente a un 
80% de descenso descrito en el caso del paciente portador de la mutación G262S (51). Sin embargo, los 
portadores de la mutación G338E presentan un fenotipo más severo del que se pueden deducir del 
impacto que pudiera tener la mutación en la proteína y la homeostasis, al contrario de lo que sucede en 





















El último caso reportado de COXPD6 fue descrito por Morton et al. en 2017 (64), y es el caso 
más severo de todos los descritos en el espectro de patologías provocadas por mutaciones en AIFM1, ya 
que el paciente falleció a los 4 meses de vida. El paciente descrito es un varón que, a los dos días de su 
nacimiento, presenta hipopnea y cianosis, y los análisis de orina determinaron un elevado nivel de lactato 
y piruvato. A las 4 semanas de vida, el paciente presentó una neuropatía senso-motora axonal. Este 
paciente, que se descubrió que era portador de la mutación Q479R, presentaba una actividad normal del 
sistema OXPHOS, aunque imágenes de microscopía electrónica mostraron mitocondrias irregulares y 
con una morfología anormal sin inclusiones de la membrana (figura 13). Alteraciones en la 
ultraestructura de la mitocondria están relacionadas con otras patologías mitocondriales (68). 
 
Figura 12 Representación de hAIF Δ1-102; red:2NADH (PDB: 4BUR) en cartoon. Las moléculas de NAD (verde) y FAD 
(naranja) están mostradas en varillas. El péptido regulador (510-550) está representado de color rojo. (A) estructura de hAIF 
Δ1-102; red:2NADH, donde se resalta la posición espacial del residuo 338G en la superficie de la proteína. Mediante un rectángulo 
interlineado se indica la región que se muestra en (B). (B) En la parte izquierda, se muestra la proteína wild-type, donde los 
residuos G338, K337, E346 y Q556 están mostrados en varillas, y los puentes de hidrógeno como líneas azules discontinuas. 
En la parte derecha, se representa la proteína con la mutación G338E, marcada con una superficie transparente. El residuo 338E 
puede alterar la estructura de esta región y también las interacciones entre los residuos que permiten un posicionamiento 














El residuo Q479 forma parte de un bucle que forma parte tanto del sitio de unión a FAD como a 
NADHA y establece interacciones carga/carga con el residuo D443, que también forma parte de un bucle 
que está localizado en el mismo sitio de unión (figura 14A) (64). Aunque todavía no se ha establecido 
qué impacto tiene a nivel proteico esta mutación, la sustitución de Q479 por un residuo de arginina no 
altera la carga global, pero es más voluminoso, lo que puede alterar la estructura del bucle del residuo 
D443, alterando la afinidad de AIF por NADH y/o FAD (figura 14B) (64). Además, el residuo Q479 es 








5.2.3. Displasia espondiloepimetafiseal ligada al cromosoma X 
La displasia espondiloepimetafiseal ligada al cromosoma X con leucodistrofia hipomielínica 
(SEMDHL) fue descrita por primera vez en la literatura por Bieganski et al. en 1999 (69), donde 
describían el caso clínico de 3 varones que presentaban retraso mental y una displasia 
espondiloepimetafiseal que afecta a huesos de la columna vertebral y tanto a las epífisis como a las 
metáfisis de huesos tubulares largos y cortos, lo que da lugar a deformaciones. Estos pacientes también 
presentaron una hipomielinización de los axones de neuronas, la cual derivó en una neurodegeneración 
Figura 13 Imagen de microscopía electrónica de una muestra de tejido muscular del cuádriceps del paciente descrito en Morton 
et al. 2017. Se aprecian mitocondrias con una forma irregular. La mitocondria indicada con la flecha presenta crestas 
mitocondriales concéntricas. Figura tomada de Morton et al. 2017.  
Figura 14 Representación de hAIF Δ1-102; red:2NADH (PDB: 4BUR) en cartoon de color verde. Las moléculas de NADH (azul) 
y FAD (naranja) están representadas como esferas. El residuo de la posición 479 (tanto la glutamina wild-type como la arginina 
del mutante) está representado como una varilla roja, y el residuo D443 del bucle del sitio de unión está representado como una 
varilla verde. (A) hAIF wild-type donde el residuo Q479 mantiene interacciones carga/carga con el residuo 443D, manteniendo 
el bucle en la orientación adecuada para mantener estructuralmente el sitio de unión a FAD y NADH. (B) hAIF Q479R donde 
el residuo de arginina, posiblemente, altere la estructura del bucle, lo que podría conllevar un descenso de la afinidad de hAIF 
Q479R por el NADH y por el FAD. Figura tomada de Morton et al. 2017.  
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del sistema nervioso central y periférico.  Posteriormente, se han descrito más casos con síntomas 
similares, en los cuales se asoció esta patología a un patrón de herencia mendeliana ligado al cromosoma 
X (60,66). Más recientemente, Mierzewska et al., mediante diagnóstico genético, determinaron la 
presencia de la mutación D237G en el gen AIFM1 en 4 hermanos varones que presentaban SEMDHL 
(59). El residuo D237 se encuentra al final del dominio de unión a FAD, sin embargo, su sustitución por 
un residuo de glicina tiene un impacto a nivel proteico todavía desconocido.  
 Poco después, Miyake et al. (58), mediante diagnóstico genético, detectaron 4 nuevas 
mutaciones en el gen AIFM1 en pacientes de 6 familias diferentes que provocan el desarrollo de 
SEMDHL, además de la mutación D237G ya descrita. Todas estas mutaciones se encuentran en un 
intervalo de 70 nucleótidos que abarca el sitio de splicing del exón 7. De estas nuevas mutaciones 
descritas, 2 no alteran la secuencia polipeptídica de AIF. La mutación D240D es probable que genere 
patología debido a un bajo nivel de expresión de transcrito y de proteína (58). En la mutación IVS6AS, 
T-G, -44 tampoco hay alteración de la secuencia polipeptídica, ya que se trata de una mutación del punto 
de ramificación, fundamental en el proceso de splicing. Esta mutación induce un descenso significativo 
de expresión del mRNA, mientras que a nivel proteico no hay apenas expresión de la proteína (58). Las 
5 mutaciones descritas en este trabajo (tabla 3) alteran, potencialmente, la maduración del mRNA a nivel 
del proceso de splicing (58).  
5.2.4 Sordera ligada al cromosoma X 5 
 La sordera ligada al cromosoma X (DFNX5) forma parte del espectro de neuropatías auditorias 
(61) donde hay una defecto en la transmisión de señal desde el oído interno hasta el nervio auditivo. Los 
pacientes de DFNX5 empiezan a sufrir pérdida auditiva durante la infancia, en estadios más avanzadas 
de la vida, empiezan a desarrollar, de forma progresiva, una neuropatía periférica (70). Zong et al. (61) 
determinaron que pacientes varones de DFNX5 de 5 familias distintas son portadores de la mutación 
R451Q en el gen AIFM1. En base a estos resultados, se realizó un screeining de mutaciones en el gen 
de otros pacientes con un fenotipo DFNX5, en el que se describieron 10 mutaciones más (tabla 3).  
Algunos de los residuos mutados descritos se encuentran cerca tanto de la superficie de 
interacción de AIF con otras parejas fisiológicas (como la región de interacción 370-394 con CypA (71)) 
como de la superficie de dimerización con otro monómero de AIF (9) así como del residuo H454, por 
lo que estas mutaciones podrían alterar la dimerización y la interacción de hAIF con CypA, que es clave 
en el proceso de muerte celular programada vía parthanatos. Además, el triple mutante de hAIF 
R413A/R422A/R430A no puede formar dímeros (9). Mutaciones de dos de estos residuos (R422 y 
R430) se han relacionado con esta patología, por lo que es posible que los pacientes portadores de las 
mutaciones R422W, R422Q y R430C expresen una proteína hAIF incapaz de formar dímeros con la 
misma eficacia que la proteína wild-type.  
5.2.5 Mutación T492H 
 La variabilidad del fenotipo de estas patologías asociadas a AIF hace que sea complejo 
diagnosticarlas. En la literatura, se describe 1 mutación que aún no se ha asociado a ninguna patología. 
Es el caso de la mutación T492H (65), que se describió en un estudio genómico de pacientes con 
patologías mitocondriales. Tan solo se detectó un paciente portador de esta mutación, y presenta defectos 
en el sistema OXPHOS y un cuadro con atrofia muscular espinal (65). Se necesitarán más pruebas 
diagnósticas para determinar la patología que posee el paciente.   
5.3 Modelos animales 
 El uso de modelos animales de patologías humanas es una de las estrategias para poder 
comprender la fisiopatología de una enfermedad y establecer una relación genotipo/fenotipo. En el caso 
concreto del espectro de enfermedades causadas por mutaciones en el gen AIFM1, el ratón Harlequin 
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(Hq) ha sido, probablemente, el modelo más importante en la vinculación de AIF a su papel en la 
homeostasis celular (3), ya que, desde la caracterización de AIF (11), había sido asociado a su papel en 
la muerte celular programada. De hecho, inicialmente se estudió, principalmente, el papel de AIF en el 
desarrollo embrionario usando células ES de ratón knock-out de Aifm1 (72,73), donde la muerte celular 
programada es un proceso esencial.  
5.3.1 Ratón Harlequin 
 El ratón mutante Harlequin (Hq) fue inicialmente descrito por Barber en 1971 (74). El mutante 
Hq de la cepa CF-1 se generó consecuencia de una mutación espontánea. No fue hasta 2002 cuando 
Klein et al. (12) determinaron que el gen Aifm1 del ratón estaba inactivo debido a una inserción proviral 
ectópica, que reducía en un 80% el nivel de expresión de transcrito y proteína con respecto a ratones 
control. Este ratón presenta un fenotipo que no se correlaciona con el papel que por entonces se pensaba 
que tenía AIF (3): las neuronas de los ratones Hq mueren progresivamente, dando lugar a una 
enfermedad neurodegenerativa. Esta muerte neuronal es debido a que las neuronas del ratón Hq son más 
susceptibles al estrés oxidativo (12), lo que indica una posible relación con la homeostasis mitocondrial. 
Esta funcionalidad de AIF fue apoyada por diversos estudios realizados posteriormente en ratones Hq 
(28,75).  
Por estos motivos, el ratón Hq ha sido utilizado como modelo animal de enfermedades 
neurodegenerativas (76,77) y demuestra el papel que juega el AIF en la homeostasis celular, sobre todo, 
en células del sistema nervioso, que son las más afectadas por las patologías causadas en humanos 
debido a mutaciones en el gen AIFM1. Sin embargo, también se ha evaluado el papel de AIF en otros 
tejidos del ratón Hq, como el riñón, donde se demuestra que la deficiencia del gen Aifm1 genera lesiones 
renales debido a una homeostasis mitocondrial aberrante (78). Esto indica la importancia fisiológica que 
tiene el AIF y la homeostasis mitocondrial en los diversos tejidos del cuerpo. 
5.3.2 Mutante Δex7 
 Además del ratón Hq, se han generado otros modelos de ratón knock-out para el gen Aifm1. Uno 
de ellos, derivado de la estirpe Ola, es el knock-out condicional Δex7, el cual posee un gen Aifm1 que 
presenta una deleción en el exón 7, la cual altera el marco de lectura (79). Este mutante fue desarrollado 
por Joza et al. en 2005 (79) para estudiar la deficiencia de AIF en células musculares, generando alelos 
deficientes de forma dirigida en tejido muscular mediante el sistema de recombinasas FLP y CRE. Estos 
ratones presentan disfunción mitocondrial (descenso de la actividad de la cadena respiratoria) atrofia 
muscular progresiva y cardiopatías (79). Este modelo de knock-out condicional también ha sido utilizado 
para estudiar el papel de la homeostasis mitocondrial y la neurogénesis (80).  
5.3.3 Mutante ∆R200 
 La deleción del residuo R201 en hAIF provoca COXPD6 (55). A pesar de ser una mutación 
estructuralmente bien caracterizada (9), todavía no se conoce cuál es el impacto de esta mutación en la 
función celular y en la fisiopatología de COXPD6 de forma precisa. Sin embargo, Wischhof et al. (81) 
generaron un ratón knock-in del gen Aifm1 ∆R200. El residuo de AIF murina R200 es equivalente al 
residuo R201 de hAIF, por lo que este ratón puede ser utilizado como modelo de la patología humana 
COXPD6 generada por la mutación ∆R201. 
 Este modelo de ratón muestra un fenotipo similar al de los pacientes portadores de la mutación 
∆R201. Además, a nivel molecular, la mutación ∆R200 provoca una deficiencia de la actividad del 
sistemas OXPHOS, presenta un metabolismo del carbono-1 y del  ácido fólico alterado y una 
hiperactivación de la ruta proliferativa de supervivencia celular Akt/mTOR (81), y que podría estar 




Tras exponer una revisión de la bibliografía disponible en cuanto al papel de hAIF en la 
fisiología y patología humana, se puede concluir lo siguiente: 
• hAIF es una proteína bifuncional, que participa en la muerte celular programada independiente de 
caspasas y en la homeostasis mitocondrial. 
• Las enfermedades asociadas a hAIF se caracterizan por ser patologías mitocondriales, de fenotipo 
variable, con un patrón de herencia ligado al cromosoma X. 
• La mayoría de las mutaciones patológicas no están caracterizadas, lo que dificulta establecer una 
relación genotipo/fenotipo. 
• Los fenotipos descritos se deben, en su mayoría, a una disfunción del sistema nervioso, lo que da 
lugar a enfermedades neurodegenerativas.  
• Los modelos animales han permitido estudiar el papel bifuncional de hAIF y son una aproximación 
útil en el estudio de estas patologías. 
 
6. Conclusions 
 From the bibliographic review regarding the biological function of hAIF in pathologic and 
physiological conditions, the following conclusions arise: 
• hAIF is a bifunctional protein which participates in caspase-independent programmed cell death 
and as a mitocondrial housekeeping protein. 
• Disorders associated to hAIF are mitochondrial pathologies, with a variable phenotype and a X-
linked mendelian inheritance. 
• Most of the pathologic mutations in hAIF are not yet characterized, which makes it complicated to 
establish a genotype/phenotype relationship. 
• The phenotypes described are mostly due to a dysfunction in the nervous system, which leads to 
neurodegenerative disease. 
• Animal models have been used to study the bifunctional role of hAIF and they are a useful tool in 
this particular area of research. 
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Tabla 1 Resultados estadísticos resultado del análisis de la red de interacción en cytoscape 
Descriptor Valor 




Camino corto característico 2,779 
Grado de nodo medio 18,844 

















de datos Textmining Score total 
ERLIN2 0 0 0 0 0 0.130 0 0.646 0.679 
DLD 0.072 0 0 0 0.183 0.458 0 0.127 0.593 
TIMM10 0 0 0 0 0.082 0.110 0 0.538 0.590 
HTRA2 0 0 0 0 0.061 0.111 0 0.540 0.583 
PPIF 0 0 0 0 0.055 0.108 0 0.485 0.528 
UQCRC2 0 0 0 0 0.065 0.099 0 0.424 0.473 
COX15 0 0 0 0 0.064 0.103 0 0.416 0.467 
UQCRC1 0 0 0 0 0.093 0.099 0 0.399 0.466 
TOMM22 0 0 0 0 0.061 0.068 0 0.401 0.430 
TDRD1 0.045 0 0 0 0.055 0.412 0 0.043 0.424 
CPOX 0 0 0 0 0.088 0.387 0 0 0.417 
SDHA 0.072 0 0 0 0.079 0.067 0 0.337 0.401 
ENDOG 0 0 0 0 0.061 0.757 0 0.860 0.965 
PARP1 0 0 0 0 0.061 0 0.900 0.642 0.963 
PPIA 0 0 0 0 0.055 0.458 0.800 0.260 0.914 
TOMM40 0 0 0 0 0.140 0.807 0 0.082 0.834 
NDUFS5 0 0 0 0 0.061 0.777 0 0.129 0.801 
H2AFX 0 0 0 0 0 0.207 0.600 0.230 0.734 
TUFM 0 0 0 0 0.103 0.328 0 0.578 0.723 
CYCS 0 0 0 0 0.066 0.111 0 0.671 0.703 
OXSR1 0 0 0 0 0 0.694 0 0.045 0.695 
PDHA1 0.049 0 0 0 0.546 0.046 0 0.201 0.627 
FAM91A1 0 0 0 0 0.067 0.540 0 0 0.552 
KANK2 0 0 0 0 0.055 0.294 0 0.380 0.550 
THAP4 0 0 0 0 0 0.549 0 0 0.549 
ATP5C1 0.042 0 0 0 0.068 0.069 0 0.516 0.544 
MRPS22 0 0 0 0 0.095 0.063 0 0.500 0.539 
HSPA1A 0 0 0 0 0.061 0.379 0 0.252 0.526 
CHCHD4 0 0 0 0 0.062 0.107 0 0.477 0.523 
PGAM5 0 0 0 0 0.064 0.328 0 0.165 0.429 
ATP5L 0 0 0 0 0.061 0.111 0 0.348 0.408 
NDUFS1 0.135 0 0 0 0.108 0.070 0 0.268 0.404 
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